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緒 言
ラット腹腔肥満細胞はIgE抗体の targetcellであ
り,また採取が簡単であることから,従来抗原刺激の際
のchemicalmediatorの遊離(AUsTEN,K.F.,1966)
(JoHNSON,A.R.,1969)や形態的変化などの観察にし
ばしば用いられている.またこの細胞は,concanavalin
A(SIRAGANIAN,P.A.,1973),dextran(BAXTER,
J.N.,1973),compound48/80(JoHNSON,A.R･,
1969),CaionophoreA23187(FoREMAN,∫.C.,1973),
などによっても抗原刺激に類似した反応を示すため,
chemicalmediatorの分泌機序の解明にも用いられて
いる.さらに近年肥満細胞上の alphaおよび beta
adrenergicreceptor(ALM,P.E.,1981)や QNB
receptor(MASINI,E.,1981) についての検討もなさ
れており,アレルギー反応,特に即時型反応の場におけ
るこれらreceptorの関与についての検討は,アレルギ
ー反応の惹起から終息までの過程や反応の阻止機序など
を含めて,全般的な反応機序の解明に極めて重要である
と考えられる.
一方ラット腹腔肥満細胞の purifcationは,従来
HSA(Humanserum albumin)(FoREMANJ.C.,
1977),BSA (Bovineserum albumin)(StJLLIVAN,
T.∫.,1975),Ficoll(SULuVAN,T.∫.,1975,IsHI-
zAXA,T.,1975),Metrizamide(YURT,R.W.,
1977)などによる比重遠心法が用いられているが,前述
の肥満細胞上の種々の receptorの研究をす すめてい
くためには,多数の肥満細胞が必要である.すなわち,
ラット腹腔からhighpurityと同時にhighrecovery
rateで肥満細胞を採取する必要がある.かかる観点か
ら,今回著者 らは BSA を用いた比重遠心法により,
ラット腹腔からの肥満細胞の採取および分離を試みたの
で,その概略を報告する.
対象並びに方法
対象 : 体重200-250gの雄または雌のSprague-
Dawley系ラットを使用した.
方法 :ラット腹腔からの肥満細胞の採取および分離に
ついては,peritoneallavage,cellwashing,ce11-
Separatiomの3段階について検討を加えた.なお肥満
細胞の同定は,既報の染色法 (KIMURA,Ⅰ.,1973)を用
いて行った.
1) PeritoneaHavage.･ラットを pentobarbital
sodium で麻酔し,心穿刺により脱血後,腹腔正中線に
小切開 (長さ約1cm)をいれた.この小切開口より
lavaging且uid(生理食塩水に0.1%gelatin,0.1%
BSAおよびheparin25単位/mlのわりで溶解したも
の)10mlを注入し,200回腹壁をおだやかにマッサー
ジした後,腹腔内液を試験管に採取した.以上の操作を
4-10回反復して行い,1回ごとに採取される総細胞数
と肥満細胞数を観察した.
2) Cellwashing:腹腔内液には肥満細胞の他,リ
ンパ球,好中球,マクロファー ジ,時には好酸球など
が含まれている.ここに述べる低速遠心によるcell
wasIlingは,細胞を洗液すると同時に肥満細胞以外の
比重の軽い細胞をある程度除外する目的で行われた,
peritorleallavageにより採取した腹腔内液を,300×
G,10分間遠心し,上清を捨てcellpelletを回収した.
cellpelletに約8mlの生理食塩水を加え,50×G,
10分間の低速遠心でcellwashingを行った.この低速
遠心によるcellwashingを反復して行い,各操作ごと
に減少する総細胞数と肥満細胞数を検討した.
3) Cellseparation :40% (W/V)および56%
24 谷崎勝朗 ･田中淳太郎 ･駒越春樹 ･森永 寛 ･岸本卓巳･木村郁郎･Robert,G.TowNLEY
(W/V)BSAsolutionを生理食塩水で作製し,比重遠
心法によりcellseparationを行った.試験管 (15×
102mm)にまず2mlの56%(W/V)BSAを入れ,つい
で2mlの40%(W/V)BSAを重層し,最後にwashiTlg
後の細胞浮遊液2mlを重層した.この試験管を室温で
20分間静置した後,300×G,20分間遠心した.この方
法では,肥満細胞は主としてthirdlayerの56%BSA
層に集積することが観察された.toplayerの細胞浮遊
液層,secondlayerの40%BSA層を吸引除去した後,
56%BSA層の表面を生理食塩水で陰重に2-3回洗液
した.56% BSA層に生理食塩水を加え,300×G,10
分間の遠心操作を3回行い,細胞表面に附著したBSA
を洗液した,かかる操作後に得られた肥満細胞は,顕微
鏡下の形態的観察ではその95%以上が正常であった.
成 績
1) Peritoneallavage
予備実験で,1回10mlのlavageを10回反復す
ることにより,1回ごとに採取される細胞数を観察した
が,第5回目の1avage以後にはほとんど細胞が含まれ
ていなかったため,ここでは第4回目のlavageまでに
採取された総細胞数,肥満細胞数について検討を加え
た.またこの予備実験の結果から,lavageの回数は4
回で十分であることが明らかになった.第1回から第4
回までの lavageにより採取される総細胞数,肥満細胞
数を8匹のラットで検討した結果は,Tablelに示すと
とくである.計4回のlavageにより1匹のラットから
採取される総細胞数 (×106)は平均 18.4士1.8(Mean
±SEM)(range:10.2-27･1)であり,また肥満細胞数
(×106)は1.9土0.1(1.1-2.4)であった.またiavage
の回数を重ねるにつれて総細胞数,肥満細胞数いづれも
著滅傾向を示し,第1回のlavageにより肥満細胞の約
62%が,また2回目までのlavageにより約88%が採取
された.したがって,多数のラットを同時に処置する場
合などは,手間を省く意味では2回のlavageで十分で
あると考えられるが,本論文の以下の実験は,全て4回
lavageにより採取された細胞を使用した(TableI).
2) CeHwashing
Table1.Numberoftotalcellsandmastcellsfromratperitonealcavity
Nooflavage
1 2
Totalcells 13.98* 4.10
(Ⅹ 106) ± 1･69 ±0･88
Mastcells 1.17 0.48
(Ⅹ106) 士0･15 ±0･06
*Numbersarepresentedasmean士SEM
peritoneal ユavage により探攻された細胞につ
いて,50×G,10分間の低速遠心による細胞数の減少度
合を,総細胞数,肥満捌 包数別に検討した･第1回目の
低速遠心により,総細胞数 (×106)は19･1±1･1から
13.5士0.4(-31.0%)へ減少し,また肥満細胞数 (×
106) は 1.8士0.2から1･6±0･2(-11･5%)へと減少
した.同様に第2回目の低速遠心で総細胞数は8･5士0･4
(-56.8%),肥満細胞数は1･4±0･2(-24･8%)となり･
また第3回目の低速遠心で総細胞数は5･5±0･2(-72･8
%),肥満細胞数は1.2±0･1(-36･6%)へと減少した･
すなわち,低速遠心により肥満細胞に比べその他の細胞
がより高皮に除外され,その他の細胞に対する肥満細胞
の百分率では,低速遠心前の 914±1･2%から第1回遠
心後は,ll.5±1.6%,第2回後は16.3±2.0%,第3回
3 4 Tota1 % Mastcells
0.87 0.54 18.39
±0.12 士0.09 士 1.75
0.11 0.10 0.87
±0.02 ±0.01 ±0.14
10.58±0.97
後は21.8士0.9%と上昇傾向を示した (Fig7).
3) Cellseparation
低速遠心によるcellwashingを3回行うと,節
述のごとく肥満細胞の百分率は増加するものの,細胞数
はかなり減少する.したがって, この項における cell
washing後の細胞浮遊液としては,低速遠心を行わなか
ったもの,低速遠心を1回あるいは2回行ったものの3
種類を用い,BSAによる比重遠心後の肥満細胞のpuri･
tyおよび細胞浮遊液中の肥満細胞数に対するrecovery
rateを検討した.すなわち,この項における肥満細胞
の recoveryrateはcellseparationprocedureにお
けるものを示し,全過程における recoveryrateは次
項で述べることにする.
Table2に示すごとく,いづれの細胞浮遊液を使用し
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Fig.1.Changesinnumberoftotalcells(■一日一一一●)andmastcells(● ●),
and%mastcellsinperitoneal且uidaftereachwashinginwhichcellswere
washedbylowspeedcentrifugationat50Ⅹgfor10min.
Dataarepresentedasmean士SEMforthreeexperiments.
ても,肥満細胞は主としてthirdlayer(56%BSA)に
集まるため,方法の項で述べたどとく,thirdlayerの
肥満細胞を回収し,そのpurityとrecoveryrateを観
察した.その結果,低速遠心を行わなかった細胞浮遊液
のpurityは88.1%,recOVeryrateは68.6%であり,
1回低速遠心を行った細胞浮遊液ではpurity94.9%,
recoveryrate82.0%,また低速遠心によるwashimg
を行った細胞浮遊液では purity95.3%,recovery
25
rate92.8%であった.すなわち,低速遠心による
washingの回数が増えるにしたがい,cellseparation
時の肥満細胞の recoveryrateは増加する傾向が示さ
れた.そして,低速遠心を行わなかった細胞浮遊液から
の肥満細胞のrecoveryrateは低く,0.5×106の肥満
細胞がsecondlayer(40%BSA)に残された.これら
の結果は,比重の比較的軽い肥満細胞が,Figlに示す
ごとく,低速遠心によるwashing時にすでに除外され
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ていることを示すものと考えられる (Table2).
4) Allproceduresにおける肥満細胞の purityお
よびrecoveryrate
前述のごとくcellwashing後のrecoveryrate
は,低速遠心を行わなかった細胞浮遊液では95.6%,1
回低速遠心を行った後では88.9%,2回後では75.4%
であった.一方これらの細胞浮遊液のBSAによるcell
separation後のrecaveryrateは,それぞれ68.6%,
82.7%,92.8%であり,Table3に示すごとくcell
washing時のrecoveryrateが高い程,BSA による
cellseparation時のrecoveryrateは低下する傾向が
示された.この2つのprocedure後のrecoveryrate
は,それぞれ65.6%,73.7%,69.9%であり,低速遠心
によるcellwashingを1回行った後のcellseparation
がrecoveryrateが最も高いことが判明した (Table
3).そしてこれらのprocedureにより一匹のラットか
ら採取される肥満細胞数は平均1.46±0.22×106であ
り,そのpurityは94.9±1.0%であった (Table3).
Table2.Numberoftotalcellsandmastcellsineachlayerafterseparationofcell
suspensionswithoutotsingleanddoublewashingwithlowspeedcentrifugation
Numberof
Totalcells(106/rat)
Secondlayer
(40% BSA)
Thirdlayer
(56% BSA)
?? ??? ? ?? ??? ? ??? ??
6.48±0.66
4.36士0.36
5.13±0.22
ll.83土0.55
7.7±0.47
3.12土0.32
1.51±0.17
1.54±0.23
1.34±0.18
Mastcells(106/rat) % Mastcells
0.11士0.07
0.02土0.01
0.02±0.01
0.5士0.05
0.28土0.1
0.09士0.02
1.33土0.17
1.46士0.22
1.28士0.17
1.7土1.0
0.5±0.2
0.5土0.1
4.3±0.5
3.7土1.3
3.2±1.3
88.1土3.3
94.9士1.0
95.3土0.3
EaclA),ち)andC)representcellsuspension:Withoutwashingbylowspeedcentrifugation(A),
aftersinglewashing(B)andafterdoublewashing(C).NumbersarePresentedasmean±SEM
forthreeexperiments.
Table3.Changesinnumberoftotalcellsandmastcellsduringallprocedures
Noofcells(Ⅹ106)
Beforewashing Afterwashing Afterseparation Recoveryrateofmastcells(%)
Total Mast Total Mast Noofmastcells During During* During
cells cells cells cells inthirdlayer washing separationallprocedures
Witbout 21.18 2.03 19.82 1.94 1.33
washing ± 1.86 ±0.18 士 1.23 ±0.15 ±0.17
Single 19.88 1.98 13.60 1.76 1.46
washing 土 1.86 土0.27 ± 1.0 士0.26 士0.22
Double 19.56 1.83 9.59 1.38 1.28
washing 土 1.08 ±0.23 ±0.38 ±0.15 士0.17
95.6 68.6 65.6
88.9 82.0 73.7
75.4 92.8 69.9
Numbersarepresentedasmean±SEMfortlreeexperiments.
*Recoveryrateofmastcellsduringseparationwascalculatedaspercentageofmastcellsinthe
thirdlayer.
ラット腹腔肥満細胞に関する研究
総括並びに考案
ラット腹腔からの肥満細胞のpuri丘cationについては
従来 HSA(FoREMAN,J.C.,1977),BSA(SuLLIVAN,
T.J.,1975),Ficoll(IsmZAXA,T.,1975),Metriz･
amide(YURT,衣.W.,1977)などによる比重遠心法が
行われている.そしてこれら比重遠心法による肥満細胞
のpurityは,HSAでは80%以上,BSAでは95.4%,
Ficollでは90.8%,Metrizamideでは90-95%と報
告されており,そのpurityは肥満細胞に関する多くの
研究においてほぼ満足できるものであると考えられる.
すなわち,これら既報の方法は,主としてpurityを高
めることにその焦点がしぼられており,recoveryrate
に関する検討はほとんどなされていない.しかし,肥満
細胞に関する研究が,肥満観胞特有のIgEreceptorや
ヒスタミン遊離などから,その他の細胞も共有している
可能性が強いalphaおよびbetaadrenergicreceptor
(ALM,P.E.,1981)や QNBreceptor(MASINI,E.,
1981)の研究,Calciumionのuptake(SULLIVAN,T.
∫.,1975,RANADIVE,N.S.,1980)の検討などへと進
展するにつれて,肥満細胞の purityばかりでなく,い
かに多くの細胞が採取しえるかと言うことも重要な課題
となってくる.かかる観点より,本論文では40%(W/VJ
および56%(W/V)BSAによる2段階濃度勾配遠心法
により,ラット腹腔からの肥満細胞のより高いecovery
rateを得るための種々の条件について検討を加えた.
その薦果,1回の低速遠心によるcellwashing後BSA
によるcellseparationにより,ラット腹腔から採取さ
れる肥満細胞の73.7%が,high purity(94.9%)で回
収されることが判明した.今回の実験においてほ,50×
G,10分間の低速遠心により,肥満細胞およびその他の
細胞がかなりの頻度で除外されており,低速遠心による
肥満細胞の減少率は,罪1回後 11.5%,第2回後 24.6
形,第3回後36.6%であった.その減少率は,肥満細胞
に比べその他の細胞においてより高皮であった.この結
果は,肥満細胞には比重の軽いものから重いものまでか
なりの幅があることを示しているものと考えられる.そ
して今回主として集められた肥満細胞は,比重の比較的
重いものであることは言うまでもない.比重の差によ
り,肥満細胞の機能上の差が存在するかどうかは現在明
らかではないが,比重遠心法によりpurifyされた肥満
細胞を用いて実験を行う場合は,常にこの機能上の差の
有無を念頭においておかねばならないと考えられる.
結 語
40% (W/V)および56%(W/V)BSAを用いた2段
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階濃度勾配遠心法を用いて,ラット腹腔からの肥満細胞
のpuri丘cationを試み,以下の結果を得た.
1) 1回10mlのlavagingfluidを用いたperitoneal
lavageを4回行うことにより,一匹のラットか ら得ら
れる総細胞数は18.4±1.8×106,肥満細胞数は1.9土0.1
×106であった.
2) 50×G,10分間の低速遠心によるcellwashingで
の総細胞数および肥満細胞数の減少率は,それぞれ第1
回遠心後31.0%,ll.5%,第2回遠心後56.8%,24.8%,
第3回後72.8%,36.6%であり,肥満細胞に比べ総細胞
数の減少率がより高度であった.
3) BSAによるcellseparationでは,低速遠心を行
わなかった細胞浮遊液からの肥満細胞のpurityは88.1
%,recoveryrateは68.1%,1回低速遠心後の細胞浮
遊液ではpurity94.9%,recoveryrate82.0%,2回
後のものではpurity95.3%,recoveryrate92.8%で
あった.
以上の結果より,1回低速遠心によるcellwashing
を行った後,BSAによるcellseparationを行った場
合が,recoveryrateが 最も高く (73.7%),その
purityは94.9%であった.
(本研究の一部は,著者の1人谷崎が米国留学中に行
ったものであり,dataの分析に協力頂いたクレイトン
大学内科GavinWATT氏に感謝します)
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Abstract: To get a high recovery rate of
mast cells from the rat peritoneal cavity, a new
modified method was discussed using BSA density
gradient. Three procedures, peritoneal lavage,
washing of peritoneal cells and purification by
BSA, were tested in this study, and the numbers
of total cells and mast cells in each procedure
were calculated. The recovery rate was the
highest in BSA density gradient purification of
the cells washed once with low speed centrifuga-
tion. The recovery rate was 73.7% and the
number of mast cells taken from one rat was
approximately 1.5XI06 • The purity of the cells
with this procedure was 95.0% (range from 93.0
to 96.0%).
